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FORMULASI NANOPARTIKEL ZERUMBON DARI RIMPANG 
LEMPUYANG GAJAH (ZINGIBER ZERUMBET L.): ENKAPSULASI 
DENGAN KITOSAN DAN AKTIVITAS SITOTOKSIKNYA TERHADAP 
SEL KANKER T47D 
Abstrak 
 
Zerumbon senyawa utama dari rimpang lempuyang gajah (Zingiber 
zerumbet L.) memiliki aktivitas antioksidan maupun antikanker. Namun, 
zerumbon yang merupakan golongan minyak atsiri memiliki kelarutan rendah 
dalam air. Penelitian ini bertujuan memformulasi nanopartikel zerumbon ke dalam 
penyalut kitosan sebagai sistem penghantaran obat dan mengetahui aktivitasnya 
terhadap sel kanker T47D. Isolasi zerumbon menggunakan metode destilasi uap 
air sehingga diperoleh minyak atsiri. Minyak tersebut direkristalisasi 
menggunakan n-heksan. Kristal yang diperoleh dianalisis secara kualitatif 
menggunakan GC-MS. Zerumbon disalut menggunakan berbagai konsentrasi 
kitosan dengan metode gelasi ionik yaitu menggunakan Na-TPP sebagai agen 
penaut silang. Aktivitas sitotoksik nanoenkapsulasi zerumbon dilakukan dengan 
metode MTT. Hasil penelitian menunjukkan nanoenkapsulasi zerumbon memiliki 
kisaran ukuran 280 nm sampai 680 nm dan bermuatan positif dengan zeta 
potensial sekitar +10.9 sampai +38.3 mV. Efisiensi enkapsulasi dari 
nanoenkapsulasi zerumbon kurang dari 2%. Sehingga aktivitas sel kanker dari 
nanoenkapsulasi zerumbon lebih rendah dibandingkan dengan zerumbon tanpa 
enkapsulasi dengan IC50 masing-masing 2196,5 µg/ml dan 7,57 µg/ml.  
 




Zerumbone was the main compound of Zingiber zerumbet L. which has 
antioxidant and anticancer activities. It has low solubility in water because it was 
an one of essential oil group. The goal of this study was to formulate zerumbone-
loaded chitosan nanoparticles in as a drug delivery system and to known their 
cytotoxic activity in T47D cells. Isolation of zerumbon was conducted by water 
and steam distillation to obtain essential oils. The oil was recrystallized using n-
hexane. The crystals of zerumbone were analyzed by GC-MS qualitatively. 
Zerumbone was encapsulated in chitosan by  ionic gelation method using Na-TPP 
as a cross linker agent in different concentration of chitosan. The activity of 
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zerumbone nanoencapsulated in chitosan was conducted by MTT mrthod. Results 
showed that the prepared zerumbone nanoparticles had an average size in range 
from 280 to 680 nm and carried a positive charge with zeta potential from +10.9 
to +38.3 mV. The entrapment efficiency of Zer-NPs were less than 2%. The 
zerumbone in nanoparticles showed lower cytotoxic activity againt T47D cells 
compared to pure zerumbone IC50 2196,5 and 7,57 µg/ml. 
 
Keywords: Chitosan, encapsulation, Na-TPP, zerumbone. 
 
1. PENDAHULUAN 
Banyak tanaman di Indonesia yang berpotensi sebagai tanaman obat. Salah 
satu tanaman tersebut adalah lempuyang gajah (Zingiber zerumbet L.). Rimpang 
yang merupakan bagian dari tanaman tersebut sering kali digunakan sebagai obat 
tradisional (Yob et al., 2011). Suatu review artikel (Yob et al., 2011) 
mempublikasikan hasil terkait penelitian toksisitas akut dari rimpang lempuyang 
gajah yang dilakukan oleh Saidu et al., 2007. Hasil tersebut menunjukkan bahwa 
ekstrak air dengan dosis 2000mg/kg yang diberikan per oral pada ayam 
dinyatakan aman. Penelitian toksisitas akut dari ekstrak etanol rimpang 
lempuyang gajah, hasil menunjukan tidak ada ketoksikan sampai dosis 15 g/Kg 
pada mencit dengan pengamatan sampai 14 hari. Pada uji sub kronik selama 28 
hari dengan dosis 1000 mg, 2000 mg maupun 3000 mg/kgBB tidak menunjukkan 
tanda-tanda ketoksikan pada mencit yang diberikan secara peroral (Chang et al., 
2012). 
Berdasarkan publikasi ilmiah menunjukkan bahwa rimpang dari lempuyang 
gajah mengandung beberapa komponen aktif minyak atsiri yaitu humulene, 
monoterpen, dan zerumbon (2,6,10-sikloundekatrien-1-one,2,6,9,9-tetrametil-
,(E,E,E) (Yob et al., 2011). Komponen utama minyak atisiri yang terkandung di 
dalam rimpang lempuyang gajah yaitu zerumbon dengan kadar 90,62% zerumbon 
dari fraksi minyak atsiri yang diperoleh dengan destilasi uap dan air (Mulyani, 
2010). Komponen aktif tersebut membuat ekstrak etanol rimpang lempuyang 
gajah memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara T47D dengan 
IC50 15,31µg/L (Andasari, 2011) dan juga memiliki aktivitas antioksidan (Nag et 
al., 2013). Zerumbon sebagai hasil destilasi rimpang lempuyang gajah memiliki 
aktivitas sitotoksik terhadap sel HeLa dengan IC50 20,30±1,2 µM/L (Abdul et al., 
2008). Zerumbon juga mampu menghambat proliferasi sel NB4 leukemia melalui 
jalur apoptosis (Murakami et al., 2002). 
Minyak atsiri memiliki kelemahan bahwa kelarutan dalam air yang cukup 
rendah, mudah menguap dan mudah terdegradasi udara maupun cahaya sehingga 
menurunkan bioavailabilitasnya (Bilia et al., 2014). Hal tersebut bisa diperbaiki 
menggunakan aplikasi nanoenkapsulasi. Nanoenkapsulasi memiliki kelebihan 
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terkait kemampuannya memperbaiki kelarutan obat-obat yang tidak larut air, 
melindungi oksidasi cahaya, mengurangi mudahnya penguapan (Bilia et al., 2014) 
dan aplikasi ini juga mampu digunakan sebagai sistem penghantaran obat tertarget 
serta memperbaiki efikasi suatu obat (Farokhzad and Langer, 2009). Oleh karena 
itu, efek samping toksik dapat dikurangi dengan cara meningkatkan 
permeabilitasnya (Shi et al., 2010). 
Secara aplikasi medis, penggunaan sistem berbasis nanoteknologi ini mampu 
diterapkan dalam pemantauan perkembangan penyakit dengan karbon nanotube, 
sensor berbasis nanoteknologi, dan juga sebagai sistem penghantaran obat (Shi et 
al., 2010). Sistem ini sangat sesuai untuk desain pengobatan penyakit-penyakit 
degeneratif yang membutuhkan penanganan yang serius. Salah satunya adalah 
penyakit kanker. 
Obat-obat antikanker yang didesain secara nanoteknologi mampu 
meningkatkan target dan uptake intraseluler terhadap jaringan sel kanker. Obat 
tersebut bisa sebagai matrik maupun menempel pada nanopartikel (Suri et al., 
2007). Sebagaimana penelitian terdahulu dimana komponen zerumbon yang 
didesain dengan Nanostructured Lipid Carrier (NLC) memiliki potensi untuk 
pengobatan leukimia dengan IC50 5,64 ± 0,38 μg/mL (Rahman et al., 2013). 
Penelitian ini akan dikembangkan dengan desain yang berbeda. Penggunaan 
sistem penghantaran obat secara terkontrol dengan stimuli responsive yaitu 
menggunakan polimer pH-responsive sebagai sistem penghantaran obat tertarget. 
Sel kanker memproduksi asam laktat lebih banyak dibanding sel normal sehingga 
extraselular menjadi lebih asam (6,5-7,2). Oleh sebab itu, polimer pH-responsive 
bisa ditujukan untuk memfasilitasi respon spesifik dari sel kanker (Lim et al., 
2013). Berdasarkan referensi tersebut, zerumbon dari rimpang lempuyang gajah 
perlu disalut atau dienkapsulasi dengan polimer yang bisa meningkatkan 
penghantaran komponen tersebut ke dalam sel kanker. Polimer yang sesuai untuk 
penghantaran zerumbon tertarget secara pH-responsive adalah kitosan. 
Kitosan merupakan polimer dengan bahan baku dari kulit udang, cangkang 
kepiting dan rajungan. Polimer ini memiliki sifat biokompatibel, biodegradable, 
aman dan relatif lebih murah. Keunggulan lainnya bahwa kitosan memiliki sifat 
biokompatibel yang mampu meningkatkan permeabilitas membran. Sehingga bisa 
digunakan sebagai aplikasi dalam sistem penghantaran obat (Irianto dan 
Muljanah, 2011). Nanopartikel kitosan memiliki peran sebagai bahan matriks 
pembawa dan penghantaran zat aktif sehingga aktivitasnya menjadi lebih tinggi 
(Rismana dkk., 2014). Nanopartikel kitosan melepaskan zat aktif secara tertarget 
pada sel kanker yang memiliki lingkungan asam mengakibatkan zat aktif tersebut 
terakumulasi di dalam sel kanker sehingga meningkatkan aktivitas sitotoksiknya 
(Vivek et al., 2013). Berdasarkan beberapa penelitian tersebut, peneliti ingin 
mendesain nanopartikel zerumbon dari rimpang lempuyang gajah yang 
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dienkapsulasi dengan kitosan dan mengetahui aktivitas sitotoksiknya terhadap sel 
kanker payudara T47D serta mengetahui karakteristik fisikokimia dari nanopatikel 
zerumbon. 
 
2. METODE PENELITIAN 
2.1 Material 
Bahan yang digunakan adalah rimpang lempuyang gajah (Pasar Gede, Surakarta), 
etanol pa, metanol pa, n-hexan, asam asetat merck, aluminium foil, kitosan (Chi 
Multiguna), Zerumbone (Sigma), TPP 0,5%, Asam hidroklorid 2M, tween 80,  
KBr, air demineral, aquadest. Alat yang digunakan adalah alat-alat gelas, 
seperangkat alat destilasi, magnetic stirrer, Particle Size Analyzer (PSA), 
sentrifuge, freeze drying, FTIR, X-Ray D, GC-MS Shimadzu. 
2.2 Isolasi zerumbon dari rimpang lempuyang gajah 
Dua kilogram Rimpang lempuyang gajah yang telah bersih, dirajang dan 
dikeringkan menggunakan sinar matahari tak langsung. Selanjutnya dilakukan 
destilasi minyak atsiri dengan metode distilasi uap dan air. Distilat yang telah 
diperoleh dibiarkan dingin, dan kristal yang terbentuk dipisahkan dari fase air dan 
minyak (Mulyani, 2010). Rekristalisasi dengan hexane sebanyak tiga kali. Kristal 
zerumbon disimpan di suhu 4°C (Abdul dkk., 2008). Selanjutnya fraksi kristal 
dianalisis menggunakan GC-MS untuk mengetahui kemurniannya. 
2.3 Preparasi nanopartikel zerumbon-kitosan 
Nanopartikel zerumbon terenkapsulasi kitosan dilakukan dengan metode ion 
gelasi dan emulsi minyak dalam air yang diadopsi dari Fakhreddin dkk., 2013 
dengan beberapa modifikasi sebagai berikut : 
Kitosan dengan berbagai variasi bobot (mg) dilarutkan dalam 250,0 ml buffer 
asam asetat pH 4 (Tabel 1). Campuran tersebut diaduk dengan magnetic stirrer 
supaya mempercepat pelarutan dan dienapkan semalam untuk memisahkan 
partikel yang tidak larut. Larutan kitosan ditambahkan Tween 80 0,1% sebanyak 
50 ml dan di stirer selama 20 menit untuk mendapatkan campuran yang homogen.  
Zerumbon 30 mg dilarutkan secara terpisah ke dalam 100 ml etanol. Larutan 
tersebut dilarutkan kedalam campuran larutan kitosan dan larutan tween 
menggunakan magnetic stirer selama 10 menit, kemudian Emulsi minyak dalam 
air yang terbentuk ditambahkan 100 ml larutan TPP 0.05% selama 10 menit dan 
disonikasi selama 20 menit. Campuran tersebut dievaporasi untuk menghilangkan 
etanol. Kemudian dibekukan dalam freezer semalam. Dan segera di freeze drying 
pada -40°C selama 24 jam.  
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2.4 Karakterisasi nanopartikel zerumbon-kitosan 
Nanopartikel zerumbon dikarakterisasi meliputi ukuran partikel, distribusi 
ukuran partikel, dan zeta potensial. Sampel langsung diamati menggunakan 
Particle Size Analyzer (PSA) Horiba SZ-100.  Selain itu karakterisasi dilakukan 
untuk menetapkan gugus fungsi menggunakan FTIR serta penentuan derajat 
kristalinitas menggunkan X-Ray Difraction. 
2.5 Validasi Metode Penetapan Zerumbon 
Pembuatan larutan standar zerumbon 
Larutan stok zerumbon dibuat dengan cara: 5,0 mg zerumbon ditimbang  
dan diencerkan dengan  dengan n-heksana sampai 1,0 mL. Zerumbon disiapkan 
dengan seri konsentrasi 0,46875 μg/mL; 0,9375 μg/mL; 1,875 μg/mL; 3,75 
μg/mL; 6,25 μg/mL; 12,5 μg/mL; 25 μg/mL; 50 μg/mL; 125 μg/mL. 
Parameter validasi 
Metode validasi yang dilakukan meliputi linearitas, presisi, akurasi, batas 
deteksi dan batas kuantitasi. Analisis regresi linear digunakan untuk menghitung 
slope, intersep, dan koefisien regresi (r
2
) untuk plot kalibrasi. Evaluasi ini diukur 
berdasarkan area puncak. Penentuan presisi dilakukan dengan  menginjeksikan 
konsentrasi isolat zerumbon 10 µg/mL sebanyak 7 replikasi  dan juga dilakukan 
pada waktu yang berbeda untuk memperoleh variasi intra-day dan inter-day. 
Akurasi ditentukan dari uji perolehan kembali (recovery) dengan menambahkan 
sejumlah zerumbon standar pada konsentrasi 80, 100 dan 120 % dari isolat 
zerumbon konsentrasi 50 µg/mL . Batas deteksi dan batas kuantitasi dihitung 
berdasarkan respon terhadap signal to noise dengan rasio 3 : 1 dan 10 : 1 yang 
secara eksperimental diverifikasi dengan mengencerkan konsentrasi larutan 
standar sampai respon rata-rata dengan 6 kali replikasi. 
2.6 Efisiensi enkapsulasi nanopartikel zerumbon-kitosan 
Penetapan kadar zerumbon dilakukan dengan mengukur kadar zerumbon 
yang terenkapsulasi menggunakan GC-MS. Sebanyak 10,0 mg nanopartikel 
didispersikan ke dalam 1,0 ml larutan n-heksana untuk menghilangkan zerumbon 
bebas. Nanopartikel tersebut disaring dan dilarutkan ke dalam 5,0 ml asam asetat 
0,1 M. Kemudian larutan disonikasi selama 1 jam. Larutan ditambah dengan n-
heksan sebanyak 5,0 ml dan digojok supaya zerumbon dapat terekstraksi pada 
fraksi n-heksana. Fraksi n-heksana diinjeksikan ke dalam kolom GC-MS 
sebanyak 1 µL. Hasil pembacaan berupa luas area kemudian dihitung dengan 
memasukkan ke dalam persamaan kurva baku standar zerumbon sehingga 
diperoleh kadar zerumbon yang terenkapsulasi. Masing-masing sampel diukur 3 
kali. Perhitungan efisiensi terkapsulasi (encapsulation efficiency (EE)) dan 
kapasaitas  muatan (loading capacity (LC)). 
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2.7 Uji pelepasan Nanopartikel Zerumbon 
Pelepasan zerumbon dari polimer kitosan dilakukan pada 100,0 ml Medium 
Phosphate Buffer Saline (PBS)  pH 5,5. Sebanyak 10,0 mg nanopartikel 
didispersikan dalam 5,0 ml PBS dan ditempatkan dalam dialysis membrane. 
Membran tersebut dimasukkan dalam 95,0 ml media yang telah disediakan. Suhu 
media di atur pada suhu 37± 0,5˚C dan diputar dengan kecepatan 100 rpm 
menggunakan magnetik stirer. Setiap waktu tertentu (0, 1, 2, 4, 6, 8, 24 jam) 
dilakukan sampling dengan mengambil volume 5,0 ml dan mengganti media baru 
sejumlah volum sama 5,0 ml. Hasil sampling kemudian diekstraksi dengan n-
heksana dan dilakukan penetapan kadar zerumbon yang terlepas mengunakan GC-
MS. 
2.8 Uji Sitotoksik 
Uji sitotoksik yang diadopsi dari penelitian Andasari, 2011 adalah sebagai 
berikut : Sel dengan konsentrasi tertentu ditransfer ke dalam tiap sumuran. Plate 
disisakan 6 sumuran kosong sebagai kontrol media. Sel diamati keadaannya di 
mikroskop supaya terlihat distribusi sel. Selama 48 jam sel diinkubasi di dalam 
inkubator sampai sel kembali dalam keadaan normal (melekat di dasar sumuran). 
Plate yang telah berisi sel diambil dari inkubator dan media sel dibuang. Seri 
konsentrasi nanopartikel sebanyak 100,0 μl dimasukkan ke dalam sumuran secara 
triplo dan diinkubasi kembali sampai terlihat efek sitotoksik selama 24 jam. 
Media sel dibuang dan ditambahkan reagen MTT 100,0 μl ke setiap sumuran, 
termasuk kontrol media (tanpa sel). Sel diinkubasi selama 2 jam di dalam 
inkubator (sampai terbentuk formazan). Kondisi sel diperiksa dengan mikroskop 
inverted. Jika formazan telah jelas terbentuk, ditambahkan 100,0 μl stopper SDS 
10% dalam HCl. Plate dibungkus dengan alumunium foil dan diinkubasi di 
tempat gelap (pada suhu ruangan). Absorbansi masing-masing sumuran dibaca 
dengan ELISA reader dengan λ 550 nm. 
 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
3.1 Isolasi zerumbon dari rimpang lempuyang gajah  
Penelitian ini mengunakan metode isolasi zerumbon yang sudah dilakukan 
oleh Mulyani, (2010) yaitu dengan destilasi sederhana uap dan air. Zerumbon 
telah berhasil diisolasi dari rimpang lempuyang gajah (Zingiber zerumbet L.). 
Kristal zerumbon didapat sebanyak 14,89 gram kristal berwarna putih 
kekuningan. Rendemen kristal yang diperoleh sekitar 0,007445% dari 2 kg 
simplisia kering. Pemurnian zerumbon dilakukan dengan menggunakan pelarut n-
heksan sebanyak 3 kali. Penambahan pelarut heksana ke dalam minyak atsiri 
tersebut, maka diperoleh kristal zerumbon (kristalisasi) (Gambar 1). Penentuan 
kemurnian kristal tersebut dapat dilakukan secara analisis kualitatif dan 




Gambar 1. Kristal zerumbon hasil rekristalisasi n-heksana 
Kristal tersebut dilakukan uji kualitatif menggunakan kromatografi gas. 
Berdasarkan kromatogram tersebut standar zerumbon memiliki waktu retensi 
15,778 menit sedangkan isolat zerumbon memiliki waktu retensi 15,866 menit 
(Gambar 2).  
 
 
Gambar 2. Kromatogram standar zerumbon (atas) dan isolat 
zerumbon (bawah). 
Berdasarkan kromatogram tersebut terlihat bahwa hanya satu peak yang muncul. 
Hal tersebut menjelaskan hasil analisis merupakan senyawa tunggal. Sehingga 
isolasi zerumbon dengan cara destilasi uap air merupakan metode yang cukup 
efisien dan efektif.  
3.2 Formulasi Nanoenkapsulasi Zerumbon dengan Kitosan 
Metode formulasi nanoenkapsulasi dalam penelitian ini menggunakan 
metode gelasi ionik. Metode ini memiliki dasar pembentukan ikatan silang antara 
gugus amina dari polimer kitosan dan gugus muatan negatif dari agen ikatan 




94,45% dan memiliki bobot molekul yang kecil sekitar 40-50 kDa. 
Larutan penyanggga asam asetat pH 4 digunakan untuk melarutkan kitosan. 
Proses pelarutan kitosan membutuhkan larutan asam organik dengan pH dibawah 
pKa kitosan.  Kondisi  pH asam akan membuat kitosan segera larut dan bermuatan 
positif. Selain itu, pengaturan tingkat keasaman berpengaruh terhadap 
pembentukan gugus-gusus ion antara polimer, obat  dan agen ikatan silang 
sehingga jika tidak ada pengaturan tingkat keasamannya maka ikatan silang hanya 
sedikit terjadi dan efisiensi penjerapan menjadi rendah (Iswandana dkk., 2015).  
Nanopartikel zerumbon dibuat dengan berbagai variasi konsentrasi kitosan. 
Hasil suspensi nanopartikel memperlihatkan semakin kecil konsentrasi kitosan 
maka kenampakan partikel terlihat jelas dibanding konsentrasi kitosan yang lebih 
tinggi (Gambar 3). Hal tersebut sesuai dengan Wu dkk., 2005 bahwa konsentrasi 
kitosan maupun konsentrasi zat yang terenkapsulasi sangat berpengaruh terhadap 
efisiensi penjerapannya. Semakin tinggi konsentrasi kitosan maka penjerapan 
semakin sulit, sedangkan semakin rendah konsentrasi kitosan maka akan 
terbentuk agregat dengan diameter yang besar.  
 
Gambar 3. Suspensi Nanopartikel dalam Aquadest. 
Nanopartikel zerumbon-kitosan  dibuat dengan interaksi berlawanan dengan 
makromolekul bermuatan. Selain kitosan sebagai polimer, juga ada penambahan 
agen pengikat silang maupun surfaktan. TPP sebagai agen pembentuk ikatan 
silang bersifat tidak toksik, multivalen dan mampu membentuk gel melalui 
interaksi ionik. Interaksi yang terjadi dikontrol oleh densitas muatan dari TPP 
maupun kitosan yang tergantung pH larutan (Zhao dkk., 2011). Penambahan 
surfaktan diharapkan dapat membantu memperkecil ukuran nanopartikel dan 
membantu menstabilkan emulsi partikel (Silva dkk., 2006).  
3.3 Karakteristik Fisikokimia Nanopartikel Zerumbon 
Karakterisasi diperlukan untuk menentukan kualitas dari nanopartikel 
zerumbon. Formulasi ini dilakukan karakterisasi meliputi beberapa parameter 
yang dianalisis yaitu ukuran nanopartikel, distribusi ukuran partikel, analisis 




3.3.1 Ukuran, Distribusi ukuran dan Zeta Potensial nanopartikel zerumbon 
Kitosan merupakan jenis polisakarida dengan bobot molekul yang 
bervariasi. Pada penelitian ini, kitosan yang digunakan berbobot molekul 40-50 
kDa. Bobot molekul kitosan sangat berpengaruh terhadap ukuran nanopartikel. 
Semakin besar bobot molekul kitosan yang digunakan maka ukuran partikel yang 
dihasilkan semakin besar (Luangtana-anan dkk., 2005). Nanopartikel zerumbon 
diformulasi menggunakan kitosan dengan bobot molekul yang sama tetapi 
konsentrasi kitosan dibuat bervariasi.  
Nanopartikel kitosan-NaTPP sebagai formula kontrol memiliki ukuran 
partikel yaitu 356,3 nm. Penambahan zerumbon pada proses enkapsulasi akan 
menambah ukuran nanopartikel tersebut. Ukuran partikel berdasarkan  hasil 
pengukuran, terlihat bahwa formula yang masih dalam rentang nano dengan range 
ukuran sekitar 10–1000 nm adalah formula C. Sedangkan formula A, B dan D 
memiliki ukuran dengan rentang mikro (Tabel 1). 
Tabel 1. Ukuran partikel, indek polidispersitas (IP) dan Zeta Potensial. 
FORMULA UKURAN (nm) IP (µm) 
Zeta 
Potensial 
A 2178,6 ± 483,9 0,764 ± 0,002 -10,9 
B 6618,9 ± 
2805,
5 
0,590 ± 0,135 +16,9 
C 911,8 ± 125,9 0,691 ± 0,048 +19,7 
D 1668,6 ± 593,0 0,768 ± 0,028 +38,3 
Kontrol 356,3 ± 36,4 0,499 ± 0,050 +40,2 
Hasil tersebut sesuai dengan penelitian Wu dkk., 2005 bahwa pembentukan 
nanopartikel akan diperoleh dari kombinasi konsentrasi kitosan maupun TPP yang 
optimal. Pada konsentrasi TPP tetap dan semakin kecil konsentrasi kitosan yang 
digunakan maka akan terbentuk aglomerat yang membuat ukurannya meningkat. 
Aglomerat (penggumpalan) disebabkan karena nanopartikel dalam larutan tidak 
stabil dan dipertegas dengan nilai zeta potensial yang kurang dari 30 mV. 
Karakteristik lain yang diamati yaitu indeks polidispersitas. Indeks 
polidispersitas merupakan ukuran dari distribusi massa molekul dalam suatu 
sampel. Nilai ini menunjukkan hasil perhitungan dari rata-rata berat molekul 
dibagi dengan jumlah rata-rata berat molekul. Semakin mendekati nol berarti 
distribusinya semakin baik (Haryono dkk., 2012). Formula yang memiliki 
distribusi ukuran yang merata dilihat dari nilai indek polidispersitas adalah 
formula kontrol, formula B dan formula C. Distribusi ukuran partikel yang tidak 
seragam tersebut kemungkinan muncul karena terbentuknya agregat antar partikel.  
Pengukuran zeta potensial berdasarkan pergerakan elektroforetik obat di 
dalam medium. Suspensi yang memiliki nilai zeta potensial yang tinggi akan 
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mencegah partikel untuk mengalami flokulasi dan agregasi. Nilai zeta potensial 
yang stabil yaitu lebih dari +30 mV atau -30 mV (Rahman dkk., 2013). 
Berdasarkan nilai zeta potensial tersebut formula yang memiliki nilai zeta 
potensial mendekati stabil adalah formula C dan D. Muatan positif dari nilai 
tersebut berhubungan dengan mekanisme dari pembentukan nanopartikel dengan 
metode gelasi ionik. Muatan positif dari gugus amin kitosan ternetralisir oleh 
muatan negatif dari polianion natrium tripolifosfat. 
3.3.2 Penetapan gugus fungsi nanopartikel 
Hasil dari penetapan gugus fungsi nanopartikel kitosan-NaTPP terlihat 
puncak-puncak pada daerah yang spesifik. Grafik tersebut memperlihatkan 
karakteristik dari polisakarida kitosan mempunyai  puncak daerah serapan 
3290,70 cm
-1
  yang menunjukkan adanya gugus -OH- pada struktur glukosamin.  
Area spesifik tersebut berada pada kisaran serapan 3000 – 3400 cm-1 (Iswandana 
dkk., 2013). Serapan 3431,51 cm
-1
 menunjukkan tumpang tindih serapan vibrasi 
rentangan gugus –OH dan N−H (Gambar 4). Proses crosslink tersebut biasanya 
muncul pada bilangan gelombang 3425-3449 cm
-1
. Area bilangan gelombang 
1576,86 cm
-1
 menandakan adanya gugus N–H untuk amin primer dan 1413,18 
cm
-1
 C-N amida. Terbentuknya crosslink kitosan-TPP dapat diketahui dari serapan 
IR pada hasil sintesis. Pita serapan pada bilangan gelombang 2927-2947 cm
-1
 
menunjukkan vibrasi rentangan C−H dari –CH2– alifatik. Rentangan C−O 






Gambar 4. Spektra IR crosslink kitosan-NaTPP (A), zerumbon (B), 
Formula C (C). 
Spektra IR pada senyawa zerumbon terlihat peak pada area 3025 cm
-1
  







, dan 2899,13 cm
-1
 menunjukkan C-H alifatik. Peak kuat 
menunjukkan gugus C=O pada area 1653,07 cm
-1





 menunjukkan gugus C=C dan ikatan C-O. 
Hasil tersebut sesuai dengan penelitian Riyanto, 2007. Hasil enkapsulasi yang 
teranalisis pada FTIR menunjukkan tidak adanya perbedaan spektra antara 
crosslink kitosan-NaTPP (Gambar 4). Spektra yang diperoleh tersebut tidak 
menunjukkan ikatan baru antara zerumbon dan kitosan, hal ini kemungkinan 







3.3.3 Derajat kristalinitas nanopartikel 
Derajat kristalinitas merupakan besaran yang menyatakan banyaknya 
kandungan kristal dalam suatu material dengan membandingkan luasan kurva 
kristal dengan luasan amorf dan kristal. Semakin teratur susunan atom dalam 
suatu bahan, semakin banyak kristal yang terbentuk, sehingga derajat kristalinitas 
meningkat (Amrina, 2008). Hasil difraktogram menunjukkan angka-angka dimana 
x merupakan 2θ dan y adalah intensitas dari serbuk sampel. Sampel tersebut 
dipapar dengan sinar x dengan sasaran tembaga (Cu) sehingga menghasilkan pola-
pola difraksi. Pengukuran menggunakan rentang sudut 2θ yaitu 3-80 derajat.  
 
Gambar 5. Pola difraksi Nanopartikel formula A, B, C, D dan 
Kitosan-NaTPP (Kontrol). 
Pola-pola difraksi hasil analisis belum mampu memperlihatkan interpretasi 
yang jelas sebagai kristal zerumbon pada masing-masing formula (Gambar 9). 
Hasil difraksi formula A, B, C maupun D ada perubahan derajat kristalinitas. 
Formula A, B, C menghasilkan puncak-puncak yang tajam sebagai daerah 




3.4 Validasi Penetapan Kadar Zerumbon dan Penentuan Efisiensi 
penjerapan (Entrapment efficiency) 
Penetapan kadar zerumbon dianalisis menggunakan GC-MS. Validasi 
metode GC-MS dilakukan untuk mengetahui validitas dari metode yang 
digunakan dalam analisis zerumbon. Parameter yang diukur antara lain linieritas, 
akurasi, presisi, LOD dan LOQ. Hasil pengukuran diperoleh nilai linieritas (R
2
) 
0,9983 (Gambar 6).  
 
Gambar 6. grafik linieritas konsentrasi baku zerumbon (µg/ml) versus 
Area. 
Nilai akurasi diukur dengan penambahan baku zerumbon 80%, 100% dan 120% 
dari isolat zerumbon. Sehingga nilai recovery yang diperoleh dalam masing-
masing penambahan yaitu 98,19%; 72,90%; dan  77,92%. Sedangkan pengukuran  
presisi diperoleh nilai RSD 4,06% untuk presisi dan 4,93% untuk presisi antara. 
Pengukuran LOD dan LOQ didapat konsentrasi masing-masing yaitu 43,065 
µg/mL dan 143,551 µg/mL (Tabel 3).   
 
Tabel 3. Parameter validasi penetapan kadar zerumbon. 
No. Parameter Validasi Datayang diperoleh 
1. Linieritas (Koefisien korelasi) 0,9983 
2. Akurasi (% perolehan kembali) 72,90 – 98,19 
3. Presisi (%RSD, n = 7) 4,06 
4. Presisi antara (%RSD, n = 7) 4,93 
5. Batas deteksi (µg/ml) 43,065 
6. Batas kuantifikasi  (µg/ml) 143,551 
Nilai linieritas yang dipersyaratkan adalah R > 0,98 sehingga bisa dikatakan 
penetapan kadar zerumbon menggunakan GC-MS proporsional terhadap 
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konsentrasi analit dalam sampel. Nilai akurasi yang masih masuk range 
keberterimaan adalah penambahan zat aktif 80%. Sedangkan penambahan zat 
aktif 100% dan 120% tersebut juga kurang memadai terlihat bahwa nilai recovery 
tidak berada dalam range yang dipersyaratkan yaitu 80-110% (Harmita, 2004). 
Nilai RSD dipersyaratkan <2% untuk mengukur kedekatan hasil analisis dengan 
kadar analit yang sebenarnya. Sehingga hasil pengukuran tersebut dikatakan 
kurang presisi. Sedangkan nilai LOD digunakan untuk mengukur batas analit 
terkecil yang bisa dideteksi. Batas kuantifikasi menunjukkan jumlah analit terkecil 
yang masih bisa diukur dengan cermat dan seksama. Berdasarkan beberapa 
parameter tersebut memperlihatkan bahwa penetapan kadar zerumbon 
menggunakan GC-MS hampir memenuhi parameter validasi. 
Validasi penetapan kadar zerumbon menggunakan GC-MS merupakan langkah 
awal untuk menentukan kadar zerumbon yang terenkapsulasi dalam kitosan. 
Nanopartikel dikatakan ideal jika memiliki kapasitas pembawa obat yang tinggi 
sehingga mampu menurunkan jumlah material matriks yang digunakan. Kelarutan 
obat yang stabil ketika berada dalam matrik maupun polimer akan sangat 
berpengaruh terhadap nilai efisiensi penjerapan (entrapment efficiency) dan drug 
loading (Mohanraj dan Chen, 2006). Pengukuran efisiensi enkapsulasi didapat 
dari persentase perbandingan antara zerumbon teranalisis dengan zerumbon 
teoritis. Sedangkan drug loading diperoleh dari persentase perbandingan 
zerumbon teranalis dalam sejumlah nanopartikel yang dianalisis. 
 
Tabel 4. Kadar zerumbon terenkapsulasi kitosan. 
Nanopartikel hasil formulasi tersebut menghasilkan kapasitas pembawa 
yang rendah terlihat dari nilai efisiensi penjerapan maupun kapasitas muatan 
kurang dari 3% (Tabel 4). Hasil tersebut memperlihatkan semakin besar 
konsentrasi kitosan yang digunakan semakin besar efisiensi penjerapannya. Akan 
tetapi hasil tersebut kurang sesuai dengan penelitian Wu dkk., (2005). Selain itu 
menurut Wu dkk., (2005) bobot molekul dan derajat deasetilasi kitosan juga 
berpengaruh terhadap efisiensi enkapsulasi. Semakin besar bobot molekul dan 
semakin tinggi derajat deasetilasi kitosan maka akan meningkatkan efisiensi 



















A 667,7 7,17 449,30 1,59 0,0717 
B 788,7 6,01 380,37 1,58 0,0601 
C 919,9 6,19 326,12 1,90 0,0619 
D 1049,4 6,79 285,88 2,37 0,0679 
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molekul kitosan, derajat deasetilasi kitosan maupun konsentrasi Na-TPP. 
Secara struktur, kitosan memiliki rantai polimer yang bersifat hidrofilik. 
Sedangkan zerumbon memiliki struktur karbon yang bersifat lipofilik. Sehingga 
perlu pengubahan gugus pada kitosan supaya memiliki sifat hampir sama dengan 
zerumbon. Kemiripan sifat antara senyawa pengenkapsulasi dengan yang 
dienkapsulasi diharapkan mampu meningkatkan nilai efisiensi penjerapan maupun 
drug loading. 
3.5 Uji Pelepasan Nanopartikel 
Uji pelepasan  nanopartikel dilakukan untuk mengetahui lama  zat aktif 
yang bisa dilepaskan pada lingkungan yang diinginkan. Formula yang diuji 
pelepasan zerumbonnya adalah formula C. Formula C secara karakteristik fisik 
seperti ukuran partikel lebih memenuhi rentang nano. Ukuran dalam bentuk nano 
diharapkan mampu meningkatkan penghantaran obat ke dalam sel kanker. Uji 
pelepasan ini menggunakan media yang diatur pada pH sekitar 5,5. Pengaturan pH 
tersebut dilakukan untuk menyamakan dengan lingkungan sel kanker yang berada 
pada kisaran pH 5,7-7,4 dimana pH sel kanker lebih rendah dari pH jaringan 
normal (7,4)  (Liu, dkk., 2013). Profil uji pelepasan nanopartikel terlihat pada 
Gambar 7. 
 
Gambar 7. Grafik pelepasan dengan waktu (jam) versus zerumbon 
terlepas (%). 
 Gambar 12 tersebut menunjukkan bahwa pada jam ke 0 zerumbon belum 
terlepas. Pada jam ke-1 mulai mengalami pelepasan obat sebesar 43,525% hingga 
pada hari ke-24 hanya sedikit pelepasan yang terjadi yaitu 54,691% (Tabel 5). 
Pelepasan obat tersebut diawali dengan pelepasan yang cepat sampai jam ke-6 dan 
diikuti pelepasan yang lambat atau hampir konstan. 
3.6 Sitotoksisitas Nanopartikel Zerumbon terhadap Sel Kanker 
Efek sitotoksik dari nanopartikel zerumbon dievaluasi menggunakan metode 
MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-il )-2,5-difeniltetrazolium bromid). Metode ini 
merupakan metode kolorimetrik yang mengukur aktivitas enzim mitokondria 
dehidrogenase dalam sel hidup, dimana kemampuan enzim mengubah MTT 
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(larutan warna kuning) menjadi kristal formazan tidak larut (warna ungu) (Husni 
dkk., 2015).  
Jenis sel kanker payudara T47D digunakan dalam penelitian ini. Jenis sel ini 
lebih sensitif terhadap agen kemoterapi dan memiliki replikasi yang cepat 
sehingga sangat sesuai untuk penelitian. Pengamatan secara visual terhadap 
kematian sel bisa dilihat dibawah mikroskop. Sel T47D yang masih hidup akan 
terlihat melekat di dasar sumuran, sedangkan sel T47D yang sudah mati akan 
terlihat mengapung dan berbentuk bulat (Gambar 8).  
 
Gambar 8. Morfologi sel kanker payudara T47D yang masih hidup (kiri) dan 
mati (kanan). 
Berdasarkan hasil karakteristik nanopartikel, diperoleh formula C yang 
paling baik yaitu dengan ukuran 911,8 nm dengan indek polidispersitas 0,691 
serta zeta potensial +18,2. Formula C dilanjutkan uji sitotoksik terhadap sel 
kanker T47D. IC50 yang diperoleh sekitar 3548,133 mg/ml setara 2196,5 µg/ml 
zerumbon (Tabel 5). Hasil tersebut menyatakan bahwa nanopartikel kurang poten 
terhadap sel kanker payudara T47D dibanding zerumbon tanpa enkapsulasi yaitu 
dengan IC50 7,57 µg/ml (Tabel 6).  
 









67,5 1,829 107,342 
Y = -12,29X + 130,5 
R=  0,876 
3548,133 mg/mL 
125 2,097 103,789 
250 2,398 104,737 
500 2,699 95,500 
















3,125 0,495 104,737 
y = -84,92x + 153,5 
R=   0,960 
7,57 µg/mL 
6,25 0,796 90,527 
12,5 1,097 62,167 
25 1,398 44,346 
50 1,699 0 
  
Besarnya nilai IC50 nanopartikel zerumbon yang diatas 100 µg/mL menyatakan 
bahwa aktivitas sitotoksik nanopartikel zerumbon terhadap sel kanker payudara 
T47D kurang poten. Hal tersebut dikarenakan % efisiensi enkapsulasi zerumbon 
dalam nanopartikel kitosan sangat kecil. Selain itu didukung hasil uji pelepasan 
zerumbon  juga kurang optimal. Sehingga ketika zerumbon diformulasi dalam 
bentuk nanopartikel justru menurunkan bioavailabilitasnya secara in vitro. 
 
4. KESIMPULAN 
Nilai efisiensi enkapsulasi dari nanoenkapsulasi zerumbon kurang dari 2%. 
Sehingga aktivitas sel kanker dari nanoenkapsulasi zerumbon lebih rendah 
dibandingkan dengan zerumbon tanpa enkapsulasi yaitu dengan IC50 masing-
masing 2196,5 µg/ml dan 7,57 µg/ml. 
 
SARAN 
Optimasi formula dengan variasi derajat deasetilasi kitosan, bobot molekul 
kitosan dan konsentrasi Na-TPP. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 
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